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ネギ属雑種植物における減数分裂異常と
染色体動態の解析
山 本 真 紀＊
Meiotic abnormality and chromosome dynamics in an Allium hybrid
Maki Yamamoto
要旨：動原体の DNA 配列は、生物種によって特異的であることが知られている。ネ
ギ（Allium fistulosum、2 n＝16）の動原体特異的 DNA の 5種類のクローンをプロー
ブとして、ネギとニラの雑種植物ネギニラ（A. fisutulosum×A. tuberosum、2 n＝24）
の染色体標本へ FISH 実験を行った。これらクローンは、ネギでは全ての染色体の動
原体領域に検出され、ニラでは全ての染色体上に検出されなかったことから、両種の
動原体特異的 DNA 配列は相同性がほとんどない。ネギニラにおいては、クローン Afi











Abstract : The centromeres are characterized by species-specific sequences. The molecular
cytogenetic characterization of an Allium hybrid“Negi-Nira”（A. fisutulosum × A. tubero-
sum, 2 n＝24）was carried out using five clones of centromere-specific sequences deduced
from welsh onion（A. fistulosum, 2 n＝16）as probes. The centromeric regions of A. fistulo-
sum chromosomes precisely demonstrated the presence of all clones however found to be
absent in A. tuberosum that revealed the non-homology of centromere specific sequences in
both parent species. Further, their hybrid（Negi-Nira）also showed diversified signal and lo-
cation patterns for the used clones since Afi54 was detected with eight centromeric regions
whereas Afi11, 19, 56, and 61 displayed signals on seven centromeric as well as four inter-
stitial regions. The centromeric signals precisely identified the eight chromosomes of A. fis-
tulosum in“Negi-Nira”however exhibited quantitatively varied signal intensities when com-






















植物にはタマネギ（Allium cepa、2 n＝2 x
＝16）、ネギ（A. fistulosum、2 n＝2 x＝
16）、ニラ（A. tuberosum、2 n＝4 x＝32）、
ニンニク（A. sativum、2 n＝2 x＝16）、ラ

























the chromosomal structural modifications might have acquired during hybridization events.
Further, spindle fiber targeted immuno-staining of“Negi-Nira”chromosomes was performed
using α-tubulin antibody to identify the chromosome association pattern at meiotic meta-
phase I stage. The re-probing of the same cell by GISH technique using welsh onion
genomic DNA as a probe, recognized the univalent chromosomes of welsh onion that un-
veiled random attachment to the spindle fibers and non-association of homologous chromo-
somes. The erratic meiosis-directed ovum sterility was confirmed by the crossing experi-
ment between the welsh onion pollen（donor）and the stigma of“Negi-Nira”（receptor）.
Interestingly, the subsequent formation of bulbils might have attributed through stimulation
of the pollination, however indicated the peculiar reproduction pattern in Allium.
Key wards：ネギ属雑種 Allium hybrids 減数分裂 meiosis 染色体動態 chromosome dynamics





































































































































（A. fisutulosum、2 n＝2 x＝16）およびニラ
































PIPES、25 mM HEPES、10 mM EGTA、2
mM MgCl2、0.35 M ソルビトール）、0.1％
TritonX-100）に浸して室温で 15分間、真
空遠心機を用いて固定を行った。固定後、
室温の 1×PHEMES 緩衝液で 15分間ずつ
2回、真空遠心機を用いて洗浄を行い、新







ーゼ Y23、 1.5％ マセロザイム R10、









標本を 10％ BSA/PBS 溶液にて室温で 1
時間ブロッキングを行う。PBS で室温、5
分間、2 回リンスを行った後、一次抗体
（α-tubulin、SigmaT 6199、1 : 2000）を標
本あたり 200 μl ずつ滴下して室温で一晩、
インキュベートを行った。インキュベート
後の標本を PBS で室温、1 時間で 2 回洗
浄し、二次抗体（Alexa 488抗マウス抗体、
モレキュラープローブス A11029、1 : 200）
を標本あたり 200 μl ずつ滴下して室温で
一晩、インキュベートを行った。標本を

































動原体プローブおよび 5S rDNA プローブ
は蛍光 in situ ハイブリダイゼーション
（FISH）実験により検出を行った。本研究

















ゲノム DNA プローブを用いた GISH 実験
を行った。染色体 DNA の変性について
は、染色体構造を崩さないようにするため












S rDNA とともに同時 FISH 実験を行っ
た。ネギ染色体については、ジゴキシゲニ
ン標識した 5S rDNA は 1対 2本の染色体
上へ検出され、ビオチン標識した動原体配
列のクローンは全てのネギ染色体の動原体
図 1 ネギおよびニラの体細胞染色体における FISH 法によるネギ動原体クローン Afi61 と 5S
rDNA の同時検出
a）ネギ（A. fistulosum, 2 n＝16）の根端分裂組織の染色体像。ネギの動原体特異的 DNA 配列（Afi
61）はすべての染色体の動原体部（16か所）に緑色蛍光色で検出された。5S rDNA はジゴキシゲニ
ン標識により赤色で 2か所 1対の染色体上に検出されている。b）ニラ（Allium tuberosum, 2 n＝16）
の根端分裂組織染色体像。5S rDNA は 8か所 4対の染色体上に緑色で検出されている。ジゴキシゲ








（図 1 b）、他の 4クローンについても同様
であった。したがって、本研究でプローブ











した 5S rDNA のシグナルは 5本の染色体
上に 1か所ずつ検出された。両親種である
ネギは 1 対の染色体の 2 か所に 5S rDNA




本の染色体上の 5か所に 5S rDNA が検出
されていると考えられる。Afi11、Afi19、Afi
56については、ネギニラ染色体の動原体
部の 7か所（図 2 a、b、d 矢印）と 5か所
の介在部の合計 11か所に検出された。介
在部については 5S rDNA の検出部位と同
所的に検出されており、動原体配列の一部
は 5S rDNA との相同性があるものと思わ
























accession No. AB 735740、Afi19 : GenBank
accession No. AB 735741、Afi54 : GenBank
accession No. AB 735742、Afi56 : GenBank
accession No. AB 735743、Afi61 : GenBank
accession No. AB 735744）、動原体部位の
配列がどのような構成になっているか予想
されている。Afi11、Afi19、Afi54、Afi56、
Afi61 について Tail-PCR を行った結果、




























図 2 ネギニラ体細胞染色体における FISH 法によるネギ動原体クローンと 5S rDNA の同時検出
5S rDNA プローブがローダミンによる赤色蛍光色でネギ由来の 1本とニラ由来の 4本の染色体上に
検出されている。動原体クローンはそれぞれ Afi11（写真 a）、Afi19（写真 b）、Afi54（写真 c）、Afi
56（写真 d）、Afi61（写真 e）を用い、FITC によって緑色蛍光色で検出された。a、b、d）各動原体
クローンが染色体の動原体部の 7か所（矢印）と 5か所の介在部の合計 12か所に検出されている。
c、e）Afi54および Afi61クローンが動原体部の 8か所（矢印）と 5か所の介在部の合計 13か所に検







ム DNA プローブを用いて GISH 実験を行












































図 3 ネギニラ葯側減数分裂第一分裂染色体における免疫染色による紡錘糸および GISH 法によるネギ
全ゲノム DNA プローブの検出
a）ネギニラ葯側減数分裂期標本において α-tubulin 抗体を Alexa 488によって緑色蛍光色で検出した像。
b）写真 a の実験後、同一の標本に対してジゴキシゲニン標識したネギ全ゲノム DNA プローブを用い
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